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RESUMO 
 
Introdução: A sepse é definida como uma disfunção orgânica potencialmente fatal, 
causada por uma resposta desregulada do hospedeiro frente a uma infecção. 
Apresenta incidência e número de sobreviventes crescentes nas últimas duas 
décadas, sendo que estes sobreviventes apresentam risco elevado de desenvolver 
complicações, como eventos cardiovasculares, e mortalidade aumentada nos anos 
subsequentes a sepse. O lipopolissacarídeo (LPS) ativa os receptores do tipo toll 4 
(TLR4), contribuindo para a resposta inflamatória na sepse. O TLR4 é também 
expresso em células musculares lisas vasculares (CMLVs), podendo modular o perfil 
fenotípico destas, e, cooperar para a fisiopatologia da sepse e alterações 
cardiovasculares no pós sepse. Objetivo: Avaliar os efeitos da estimulação com 
LPS sobre diferentes fenótipos de CMLVs, em cultura. Métodos: CMLVs primárias 
de aorta de ratos Wistar foram incubadas com LPS (1µg/mL) em diferentes 
protocolos experimentais. Duas condições de incubação foram usadas nos ensaios 
de contração e migração celulares: (1) estimulação aguda: estímulo iniciado nos 
ensaios; (2) Pré-condicionamento: estimulação por 24 ou 48 horas e retirada do 
estímulo nos ensaios. A Migração e contração celulares foram avaliadas utilizando 
os métodos de wound-healing e contração em gel de colágeno, respectivamente. 
Foram avaliadas também, a produção de óxido nítrico pela reação de Griess, a 
expressão gênica de citocinas, vimentina, colágeno e SM-22α, por RT-PCR, e a 
produção de IL-6 por ELISA. Resultados: A incubação com LPS por 6 horas 
aumentou a expressão de citocinas (IL-1β: 794%, IL-6: 2310%, TNFα: 380%, MCP-
1: 99%), e por 24 horas aumentou a expressão gênica de marcadores de fenótipo 
secretório (colágeno: 27%, vimentina: 29%), e SM22α (53%), molécula relacionada 
com migração e contração celular. O LPS aumentou a secreção de IL-6 após 24 
horas (487%) e 48 horas (418%), e de NO após 8 horas (8%) e 24 horas (52%), 
aumentos estes na produção de NO revertidos pela aminoguanidina (inibidor da 
iNOS). A estimulação aguda com LPS reduziu a migração (-20%) e a contração (-
38%), achados revertidos pela aminoguanidina. O pré-condicionamento com LPS 
aumentou a migração (16%) e a contração (154%) das CMLVs, achados estes 
revertidos com tocilizumabe (inibidor do receptor de IL-6). Conclusão: O LPS exerce 
efeitos modulando os fenótipos secretório, contrátil e migratório. A estimulação 
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aguda com LPS promoveu redução, dependente do óxido nítrico, da resposta 
migratória e contrátil, sugerindo que as respostas agudas das CMLVs ao LPS 
podem contribuir para a fisiopatologia da sepse. Já o pré-condicionamento com LPS, 
promoveu aumentos, dependentes da IL-6, na migração e contração das CMLVs, 
com possível participação da SM22α, o que evidência que estas células mesmo 
após interrupção do estímulo apresentam modificações de fenótipo que podem 
contribuir para ocorrência de eventos cardiovasculares. 
Palavras chave: 1. Células Musculares Lisas Vasculares   2. LPS   3. Migração 
Celular    4. Contração celular. 
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ABSTRACT 
 
Introduction: Sepsis is defined as a potentially fatal organic dysfunction caused by a 
dysregulated host response to infection. It presents an increasing incidence and 
number of survivors in the last two decades, and these survivors are at high risk of 
developing complications, such as cardiovascular events, and increased mortality in 
the years following sepsis. Lipopolysaccharide (LPS) activates Toll-like receptor 4 
(TLR4), contributing to the inflammatory response in sepsis. TLR4 is also expressed 
in vascular smooth muscle cells (VSMCs), and can modulate the phenotypic profile of 
these, and, cooperate for the pathophysiology of sepsis and cardiovascular changes 
in post sepsis. Objective: To evaluate the effects of LPS stimulation on different 
CMLV phenotypes, in culture. Methods: Primary aortic VSMCs from Wistar rats were 
incubated with LPS (1μg/mL) in different experimental protocols. Two incubation 
conditions were used in cell contraction and migration assays: (1) acute stimulation: 
stimulus initiated in the assays; (2) Preconditioning: stimulation for 24 or 48 hours 
and withdrawal of the stimulus in the assays. Cell migration and contraction were 
evaluated using the wound-healing and collagen gel contraction methods, 
respectively. Nitric oxide production by the Griess reaction, cytokine, vimentin, 
collagen and SM-22α genic expression by RT-PCR, and IL-6 production by ELISA 
were also evaluated. Results: Incubation with LPS for 6 hours increased the 
expression of cytokines (IL-1β: 794%, IL-6: 2310%, TNFα: 380%, MCP-1: 99%), and 
for 24 hours increased the gene expression of secretory phenotype markers 
(collagen: 27%, vimentin: 29%) and SM22α (53%), a molecule related to migration 
and cell contraction. LPS increased IL-6 secretion after 24 hours (487%) and 48 
hours (418%), and NO secretion after 8 hours (8%) and 24 hours (52%), these 
increases in NO production reversed by aminoguanidine (iNOS inhibitor). Acute 
stimulation with LPS reduced migration (-20%) and contraction (-38%), reversed by 
aminoguanidine. Pre-conditioning with LPS increased the migration (16%) and the 
contraction (154%) of the VSMCs, which were reversed with tocilizumab (IL-6 
receptor inhibitor). Conclusion: LPS exerts effects modulating the secretory, 
contractile and migratory phenotypes. Acute stimulation with LPS promoted nitric 
oxide-dependent reduction of migratory and contractile response, suggesting that the 
acute responses of VSMCs to LPS may contribute to the pathophysiology of sepsis. 
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On the other hand, pre-conditioning with LPS promoted IL-6-dependent increases in 
the migration and contraction of VSMCs, with a possible participation of SM22α, 
evidencing that these cells even after discontinuation of the stimulus present 
phenotype modifications that may contribute to the occurrence of cardiovascular 
events. 
Key words:  1. Vascular Smooth Muscle Cells   2. LPS   3. Cell Migration   4. Cell 
contraction. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 EPIDEMIOLOGIA DA SEPSE 
 
A sepse é definida como uma disfunção orgânica potencialmente fatal, causada 
por uma resposta desregulada do hospedeiro frente a uma infecção.  Na sepse 
ocorre a ativação precoce de mecanismos pró e anti-inflamatórios, sendo prejudicial 
a tecidos e órgãos, e, modificando o funcionamento de diferentes sistemas do 
hospedeiro: cardiovascular, neuronal, hormonal, autonômico, bioenergético e 
metabólico (Singer et al, 2016).  
 
O quadro mais grave da sepse, choque séptico, é caracterizado por 
agravamento da disfunção orgânica com elevado prejuízo na perfusão de tecidos e 
disfunção hemodinâmica, associado com a dependência de vasopressor para 
manter a pressão arterial média acima de 65mmHg e lactato > 2mmol/L, após 
reposição volêmica adequada (Shankar–Hari et al, 2016). 
 
A incidência estimada da sepse em países desenvolvidos é de 436 casos por 
100.000 por pessoas/ano, com base no período de 1979 a 2015, no entanto ao 
considerar somente o período de 2003 a 2015 a incidência é de 707 casos por 
100.000 pessoas/ano, o que evidência um aumento na incidência estimada nos 
últimos anos (Fleischmann et al, 2016). Em concordância a isto, o aumento no 
número de hospitalizações por sepse/ano foi observado em países como Austrália e 
Nova Zelândia (Kaukoken et al, 2014), Taiwan (Shen et al, 2010) e Estados Unidos 
(Lagu et al, 2012). O Brasil apresentou aumento na incidência estimada anual de 
sepse de 31,5 para 47,4/100.000 pessoas, considerando os diagnósticos de 
hospitais vinculados ao Departamento de Informática do Sistema Único do Saúde 
Brasileiro (Neira et al, 2018). 
 
Devido à gravidade e complexidade da síndrome séptica o custo para o 
tratamento pode atingir valores elevados do ponto de vista econômico. Nos países 
desenvolvidos, os gastos com a sepse representam de 20 a 40% das despesas com 
unidades de terapia intensiva, sendo o gasto estimado para cada paciente de 26 a 
38 mil dólares (Moerer et al, 2002; Brun-Buisson et al, 2003; Lee  et al, 2004). O 
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Brasil, um país em desenvolvimento, tem gasto médio de cerca de 10 mil dólares por 
paciente séptico (Sogayar et al, 2008). 
 
Considerando Estados Unidos, Alemanha, Austrália, Taiwan, Noruega, 
Espanha e Suécia, que são países desenvolvidos, as taxas de letalidade da sepse e 
da sepse severa em ambiente hospitalar, são de 17% e 26% respectivamente, 
considerando o período de 2003 a 2015 (Fleischmann et al, 2016). Mas, em países 
subdesenvolvidos ou em desenvolvimento como o Brasil a letalidade da sepse ainda 
é alta, em torno de 46,3%, e, quando considerados somente os casos que 
necessitaram de internação em unidades de terapia intensiva a letalidade é de 
64,5%, com base no período de 2006 a 2015 (Neira et al, 2018). Além de ser alta, a 
mortalidade da sepse no Brasil é crescente, tornando a sepse um problema de 
saúde de grande importância (Taniguchi et al, 2014; Machado et al, 2017).  
 
Apesar da gravidade, a letalidade da sepse, em países desenvolvidos, vem 
diminuindo ao longo dos anos, de forma progressiva. Dentre as razões que podem 
contribuir para este processo de redução estão às melhorias no processo de cuidado 
dos pacientes sépticos, devido aos avanços nos critérios diagnósticos e na 
abordagem terapêutica. (Kaukonen et al, 2014; Stevenson et al, 2014; Iwashyna and 
Angus, 2014). 
 
Com a redução da letalidade, o número de sobreviventes a esta doença é 
crescente (figura 1), e, estes sobreviventes podem apresentar sequelas devido à 
sepse. Em curto prazo, os sobreviventes a sepse são readmitidos em maior 
frequência em até 90 dias pós-alta hospitalar, devido à ocorrência de infecções, 
insuficiência renal aguda, insuficiência respiratória aguda e pneumonia por aspiração 
(Prescott et al, 2015). Em 180 dias da alta hospitalar estes sobreviventes já 
apresentam maior mortalidade (Goodwin et al, 2015), e no ano seguinte a alta 
utilizam mais os serviços de saúde, em relação aos não cometidos pela sepse 
(Prescott et al, 2014). 
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Figura 1: Mortalidade média anual e número de pacientes com sepse de 2000 a 2012 na 
Austrália e Nova Zelândia.  As barras de erro representam intervalo de confiança de 95%. Adaptado 
de Kaukonen et al (2014). 
 
 
A mortalidade aumentada em longo prazo em consequência ao um evento 
séptico, já é descrito por Quartin et al. (1997), que evidenciou que sobreviventes ao 
evento séptico continuavam com maior probabilidade de vir a óbito nos anos 
subsequentes ao evento (figura 2) (Quartin et al, 1997). A este respeito, Prescott et 
al (2016) mostraram que sobreviventes a sepse tem a mortalidade 22,1% maior que 
indivíduos nunca hospitalizados, 10,4% maior que indivíduos que já foram 
hospitalizados por infecção sem sepse e 16,2% maior que indivíduos já 
hospitalizados por condições inflamatórias sem infecção. Linder et al (2014) 
evidenciaram que sobreviventes a sepse, previamente saudáveis, tem maior 
mortalidade em até 10 anos após a sepse, sendo esta mortalidade 30,5% maior que 
a da população geral.  
 
Além disto, os sobreviventes a sepse podem apresentar comprometimento 
cognitivo e disfunções funcionais, que em menor ou maior grau, os impossibilitam de 
exercer atividades diárias, mesmo 8 anos após a sepse (Iwashyna et al, 2010). Em 
adição, os sobreviventes têm risco aumentado de desenvolver demência, em 
relação a indivíduos que apresentaram infecções sem deflagrar a sepse, e, em 
relação a indivíduos que não passaram por infecções (Shah et al, 2013).  
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Figura 2: Curvas de sobrevivência de pacientes que tiveram alta pós sepse e de pacientes que 
tiveram alta após outras patologias (população controle). A proporção de sobrevivência foi 
plotada em escala logarítmica, logo o aumento na inclinação da curva traduz maior risco de morte.  
Em até 5 anos após sepse os sobreviventes têm maior probabilidade de vir a óbito em relação a 
população controle. Adaptado de Quartin et al (1997). 
 
1.2 SEPSE E EVENTOS CARDIOVASCULARES 
 
Além das possíveis complicações citadas, os sobreviventes a sepse 
apresentam também maior risco de complicações cardiovasculares. Em 29,5% dos 
pacientes sobreviventes ocorrem eventos cardiovasculares (infarto do miocárdio, 
ataque isquêmico transitório ou necessidade de revascularização de artéria 
coronária), no primeiro ano após sepse. O que representa um risco 13 vezes maior 
de desenvolver eventos cardiovasculares em relação à população em geral, e, 1,9 
vezes maior em relação a indivíduos em condições de saúde semelhantes, exceto 
pela sepse (Yende et al, 2014).  
 
Outros estudos também correlacionaram a ocorrência de eventos 
cardiovasculares em sobreviventes a sepse. Foi observado que ter tido sepse é um 
fator que aumenta o risco de ocorrência de acidente vascular encefálico após alta, 
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mesmo após um ano do evento séptico (Boehme et al, 2017). Além disto, o risco de 
doença cardíaca coronariana aguda em sobreviventes, em até 4 anos após sepse, é 
maior do que indivíduos que não tiveram sepse e apresentam condições sociais e de 
saúde semelhantes (Wang et al, 2017).  
 
Outros estudos como o de Ou et al, (2016) constataram que sobreviventes a 
sepse, mesmo após 5 anos, apresentavam maior risco de desenvolver acidente 
vascular encefálico, infarto do miocárdio, insuficiência cardíaca, morte súbita 
cardíaca ou arritmia ventricular, quando comparado a indivíduos que não tiveram 
sepse e que já foram hospitalizados ou não. Jafarzadeh et al, (2016) observaram 
que o risco de acontecimentos de eventos cardiovasculares pós-alta é diretamente 
proporcional à severidade do evento séptico, ou seja, maior após choque séptico. 
Desta forma estes pacientes merecem atenção redobrada no 
acompanhamento após alta, e, a busca do entendimento da fisiopatologia da sepse, 
objetivando a compreensão destes desfechos em longo prazo, são de extrema 
importância.   
 
1.3 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE 
 
A sepse é uma síndrome heterogênea de início fundamentalmente pró-
inflamatório causada pela resposta desbalanceada do sistema imune inato do 
hospedeiro frente a uma infecção, resultando em disfunção de órgãos (Hotchkiss et 
al, 2016) (figura 3).  
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Figura 3: Visão geral da resposta inflamatória da sepse. Um insulto, como uma infecção não 
controlada, desencadeia a liberação de PAMPs (padrões moleculares associados a patógenos) e/ou 
DAMPs (padrões moleculares associados a danos), que são detectados por mecanismos de 
reconhecimento de padrões, como receptores de imunidade inata reconhecedores de padrões 
(PRRs) presentes na superfície, citosol ou núcleo das células de diferentes tecidos, que modulam a 
função do sistema imune através da ação de diferentes mediadores inflamatórios e biomarcadores. 
Como resultado, o insulto inicial pode ser resolvido ou não, e a função de diferentes órgãos pode ser 
temporariamente ou permanentemente prejudicada. LPS: lipopolissacarídeo; LTA: ácido lipotecóico; 
HMGB1: proteína B1 do grupo de alta mobilidade; C5a e C3a: componentes do sistema complemento 
C5a e C3a; C5aR: receptor do C5a; C5b-9: complexo de complemento terminal; aPPT: tempo de 
tromboplastina parcial ativada; PT: tempo de protrombina; AT: antitrombina; ELAM-1: molécula de 
adesão leucocitária endotelial 1; ICAM-1: molécula de adesão intercelular 1; CRP: proteína C reativa; 
LBP: proteína de ligação ao LPS; PCT: procalcitonina; IL-6: interleucina 6; MIF: fator inibitório de 
migração de macrófagos; sTNF: fator de necrose tumoral solúvel; suPAR: receptor solúvel ativador de 
plasminogênio tipo uroquinase; sTREM-1: receptor deflagrador solúvel expresso em células 
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mieloides; mHLA-DR: antígeno leucocitário humano monocítico DR; CD64 e CD48: grupamentos de 
diferenciação 64 e 48; DIC: coagulação intravascular disseminada. Adaptado de Reihart et al (2012). 
 
Inicialmente agentes infecciosos ativam o sistema imune inato através da ação 
dos receptores de imunidade inata reconhecedores de padrões (PRRs), que 
reconhecem padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) e padrões 
moleculares associados a danos (DAMPs) (figuras 3 e 4). Os PAMPs estão em 
componentes estruturais dos agentes infecciosos, já os DAMPs em moléculas 
liberadas por células do hospedeiro danificadas em resposta aos agentes 
infecciosos (Tang et al, 2012). 
 
 
Figura 4: Representação dos PAMPs DAMPS e PRRs. Os padrões moleculares associados à 
patógenos (PAMPs) e os padrões moleculares associados a dano (DAMPs) ativam os receptores 
reconhecedores de padrões (PRRs) das células imunes. Compondo os PRRs estão os receptores do 
tipo Toll (TLRs), domínios de oligomerização de nucleotídeos ricos em repetição de leucina (NOD-
LRRs) e as helicases do tipo RIG-I (RLHs). A ativação dos PRRs resulta na liberação de mediadores 
derivados do hospedeiro que compõem a inflamação. Adaptado de Cinel e Opal, 2009. 
 
Em consequência a ativação dos PRRs de células do sistema imune e de 
outros tipos de células, ocorre elevada produção de mediadores inflamatórios, como 
óxido nítrico (NO), citocinas, pró-inflamatórias como: fator de necrose tumoral alfa 
(TNFα), proteína quimiotática de monócitos 1 (MCP-1), interleucinas 1 beta (IL-1β) e 
6 (IL-6), e anti-inflamatórias como a IL-10  (Schulte et al, 2013) (figura 3). O TNFα é 
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uma proteína que tem variadas funções, como conferir a um organismo resistência 
frente a infecções, e, a elevação em sua concentração sérica é correlacionada com 
complicações patológicas (Idriss e Naismith, 2000). A MCP-1 tem por função regular 
a migração e a infiltração de monócitos/macrófagos entre as células endoteliais 
(Deshmane et al, 2009). A IL-1 é uma citocina altamente inflamatória e atua 
aumentando a ativação do sistema imune do hospedeiro, no entanto o seu excesso 
é prejudicial as funções deste sistema (Dinarello, 1997). A IL-6 tem ações que 
afetam vários processos, incluindo no desenvolvimento de doenças vasculares. 
Dentre as ações da IL-6 está o aumento de expressão de proteínas de adesão por 
células endoteliais, aumento de permeabilidade vascular, aumento na liberação de 
quimiocinas e citocinas pelas células vasculares, o que leva a maior recrutamento de 
células imunes aos locais de infecção e conduz a processos como diferenciação de 
células imunes. (Hunter e Jones, 2015.  A IL-10 tem importante ação anti-
inflamatória e de modulação do sistema imune, no entanto seu excesso pode 
desencadear anormalidades e contribuir com o desenvolvimento de doenças 
imunológicas (Saxena et al, 2015). 
 
Dentre os PRRs, está o TLR4, um componente da imunidade inata que tem 
como ligante principal o lipopolissacarídeo (LPS). Este receptor é expresso não 
somente em células do sistema imune, mas também em outros tipos de células 
como as musculares lisas vasculares (CMLVs) (Yang et al, 2006; Takeuchi e Akira, 
2010; Lee et al, 2012). Na sepse o TLR4 tem papel importante na resposta 
inflamatória desregulada do organismo frente à infecção (Kuzmich et al, 2017). Em 
adição a isto, o nível de concentração deste receptor encontrado em amostras de 
sangue periférico humano é diretamente proporcional a severidade da sepse (Zhang 
et al, 2016). 
 
O LPS (Figura 5), um PAMP, é um dos principais componentes da membrana 
externa da maioria das bactérias gram-negativas (Park and Lee, 2013), que são 
responsáveis por 62% das infecções de pacientes em unidades de terapia intensiva 
(Vicent et al, 2009). O LPS tem sido utilizado em estudos experimentais e 
considerado em estudos clínicos sobre a sepse, devido a associação que apresenta 
com a gênese de doenças inflamatórias, como a sepse (Kang et al, 2018; Thomas et 
al, 2014; Nijland et al, 2014; Ramachandran, 2014). Em estudos in vitro, 
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relacionados à sepse, o LPS tem sido amplamente utilizado em diferentes protocolos 
e apresenta diferentes ações, como estímulo a produção de citocinas pró-
inflamatórias, TNFα e IL-1β, e NO, via iNOS, por macrófagos (Marton et al, 2014; 
Yang et al, 2014; Yao et al, 2014), aumento na produção de NO, aumento da 
expressão da NADPH oxidase, consequente aumento na produção de radicais 
livres, e disfunção mitrocondrial, por/em células epiteliais de túbulo renal (Quoilin et 
al, 2014), proliferação de células musculares lisas vasculares pulmonares (Jiang et 
al, 2016), ativação de plaquetas (Berthet et al, 2012),  e produção de IL-6 e TNFα, 
via NF-Kβ, por cardiomiócitos e macrófagos (Gao et al, 2015) 
 
 
 
Figura 5: Representação do LPS e sua localização na membrana externa na E. coli. O LPS é 
essencial para o crescimento das bactérias gram-negativas que o possuem, e atua auxiliando na 
resistência destas bactérias a antibióticos, sistema complemento e outros estressores. Adaptado de 
Raetz e Whitfield, 2002. 
 
Na fisiopatologia da sepse, as citocinas inflamatórias participam da ativação do 
endotélio vascular, que passa a expressar maior quantidade de moléculas de 
adesão, e promovem aumento da permeabilidade vascular devido a vasodilatação 
causada por meio da liberação de óxido nítrico, pelas células endoteliais. Estas 
ações das citocinas tem a finalidade de facilitar a entrada de outras células 
inflamatórias e de linfócitos da resposta adaptativa, para o local da infecção (Henkin 
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et. Al, 2009). Entretanto a ativação do endotélio na sepse é exacerbada, e a 
vasodilatação sistêmica, via óxido nítrico leva ao aumento excessivo da 
permeabilidade vascular e a consequente formação de edema, o que resulta em 
queda importante da pressão arterial (Fernandes e Assreuy, 2008; Galley, 2011; 
Tressel et al, 2011).  
 
A sepse resulta em um padrão de resposta sistêmica imunológica à infecção, 
com alterações na atividade dos diversos mediadores da inflamação, da coagulação, 
do sistema complemento e metabolismo celular (Calvano et. Al, 2005). A liberação 
sistêmica de citocinas inflamatórias provoca vasodilatação, que leva à queda 
importante da pressão sanguínea juntamente com aumento da permeabilidade 
vascular, e consequentemente, redução do volume sanguíneo levando ao choque 
séptico e insuficiência de múltiplos órgãos. Neste, a liberação massiva de TNF-alfa 
ativa a coagulação intravascular disseminada com formação de trombos na 
microcirculação, que leva a falha na perfusão sanguínea culminando em oferta 
inadequada de oxigênio e nutrientes aos tecidos, o que desencadeia a disfunção 
destes e comprometimento da função dos sistemas ao qual fazem parte (Merle et al, 
2015; Levi e Poll, 2017). A resposta inflamatória sistêmica, ainda pode provocar 
disfunção endotelial, juntamente com morte celular e dano mitocondrial causado por 
estresse oxidativo e hipoxemia citopática (Goldenberg et. al, 2011; Galley, 2011) 
 
 
1.3.1 Alterações vasculares na sepse 
 
Além das alterações sistêmicas, a sepse também conduz a alterações na 
função vascular em específico, causando vasoplegia, que é composta por disfunção 
vascular e hiporesponsividade dos vasos a vasoconstritores. Sua gênese está 
correlacionada com a ação de mediadores inflamatórios, como citocinas e NO, 
atuando não somente sobre as células endoteliais, mas também sobre as CMLVs 
(Burgdorff e Schumann, 2018).  
 
A hiporresponsividade vascular foi observada também após sepse 
experimental (ligação e perfuração de cólon). Nishiike et al (2013) observaram que 
anéis de aorta de ratos submetidos a sepse apresentavam menores respostas 
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vasodilatadora, a acetilcolina, e vasoconstritora, a fenilefrina. Além disto, estes 
autores observaram que na sepse ocorre ativação do TLR4 por ligante endógeno, o 
HMGB-1, e quando este ligante tem sua ação inibida o comprometimento do 
relaxamento e contratilidade vasculares é prevenido, evidenciando que a sepse tem 
ação direta nas células vasculares, via ativação do TLR4 destas, e, não somente via 
a ativação deste receptor em células do sistema imune. 
 
O comprometimento da contratilidade vascular ocorre também devido a 
alterações nas CMLVs em específico. Wurster et al (1994), constataram que anéis 
de aorta de ratos que foram submetidos a modelo experimental de sepse 
polimicrobiana (ligação e perfuração de cólon), apresentaram reduzida contração 
vascular em resposta ao cloreto de potássio e a noradrenalina, evidenciando uma 
alteração na capacidade de resposta contrátil de CMLVs de forma independente ao 
endotélio.  
 
A ativação do TLR4 em CMLVs é correlacionada com alterações no 
citoesqueleto, através da redução da expressão de SM22α e calponina, proteínas 
que contribuem para formação de fibras contráteis e na função contrátil destas 
células (Wang et al, 2017). Estes achados corroboram com as observações feitas 
por Price et al, (1999), em que após sepse experimental, por inoculação de bactérias 
gram-negativas, ou seja, que tem o LPS em sua membrana, houve o 
comprometimento da contratilidade de anéis de aorta, possivelmente através de 
alterações no aparato contrátil das CMLVs.  
 
 
Além destes achados sobre os efeitos diretos da sepse sobre disfunção 
vascular durante o evento agudo, o grupo de De Souza et al (2016), demostrou que 
aortas de ratos apresentavam disfunção endotelial, com redução da 
biodisponibilidade do óxido nítrico, e aumento da resposta vascular contrátil a 
angiotensina II, em 60 dias após a sepse experimental polimicrobiana (ligação e 
perfuração de cólon). Sugerindo que mesmo após o evento agudo que a sepse 
representa, alterações em decorrência desta doença podem permanecer em longo 
prazo na vasculatura. 
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1.4. TLR4 E DOENÇAS CARDIOVASCULARES 
 
Além da sepse, o TLR4 tem participação em outras doenças que tem a 
inflamação em seu desenvolvimento, como as cardiovasculares. Dentre estas 
doenças está a aterosclerose, que é caracterizada como uma inflamação crônica 
local na parede vascular. Na placa aterosclerótica a ativação do TLR4 por moléculas 
de LDL oxidada (tipo de LDL fundamental na fisiopatologia da aterosclerose), é um 
dos mecanismos que desencadeiam a expressão de citocinas inflamatórias por 
CMLVs, contribuindo com a inflamação crônica (Roshan et al, 2016).  
 
A ativação do TLR4 em outras células presentes na placa aterosclerótica, como 
células imunes infiltradas, contribui para a ruptura da placa aterosclerótica e 
formação de trombos e doenças decorrentes (Roshan et al, 2016; Wu et al, 2018). 
Em adição, existe evidência epidemiológica que infecções bacterianas podem 
contribuir com a aterosclerose via ação do LPS em TLR4 expressos nas células de 
placas de ateroma (Frantz et al, 2007). 
 
Na hipertensão arterial sistêmica a ativação anormal e prolongada do TLR4 por 
PAMPs ou DAMPs contribui para a manutenção da inflamação crônica de baixo 
grau, que é danosa aos tecidos do sistema cardiovascular, por contribuir com 
remodelamento vascular e cardíaco, doença renal e desregulação da ação do 
sistema nervoso central. Alterações estas que colaboram para a manutenção da 
hipertensão arterial sistêmica (De Batista et al, 2014; Nunes et al, 2018). Desta 
forma, os processos inflamatórios vêm sendo descritos como componentes dentro 
da fisiopatologia também das doenças cardiovasculares. Como a sepse apresenta 
um quadro inflamatório exacerbado talvez este fato possa auxiliar no entendimento 
do achados de aumento de eventos cardiovasculares nos pacientes sépticos mesmo 
anos do diagnóstico da sepse. 
 
1.5 CÉLULAS MUSCULARES LISAS VASCULARES 
 
As CMLVs compõem a túnica média dos vasos sanguíneos, são células 
especializadas, que tem por função principal contrair (Figura 6), regulando assim o 
tônus vascular, a pressão sanguínea e o fluxo sanguíneo. Para isto, CMLVs 
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quiescentes apresentam um fenótipo contrátil caracterizado por reduzidas taxas de 
proliferação e migração, baixa atividade secretória de mediadores inflamatórios, e 
com expressão de proteínas específicas a este fenótipo, como: proteína de músculo 
liso 22α (SM22α), α-actina de músculo liso e calponina (Tennat e McGeachie, 1990; 
Owens, 1995). Esta última proteína tem função de regular a contratilidade de células 
musculares lisas. A ligação do cálcio a calmodulina, junto à fosforilação da proteína 
quinase C, levam a dissociação da calponina do filamento de actina o que facilita a 
ação do sistema actomiosinico e em consequência, a contração celular (Liu and Jin, 
2016). 
 
 
Figura 6: Modelo da dinâmica do citoesqueleto na contração de CMLVs. A contração das CMLVs 
é feita via estimulação de complexos proteicos nas junções entre membrana celular e matriz 
extracelular, que regulam a formação de uma rede subcortical de filamentos de actina e fortalecem as 
conexões entre os filamentos de actina e integrinas. A rede de filamentos de actina subcortical 
fortalece a membrana para transmissão de força gerada pelo sistema actomiosinico e permite a 
adaptação da célula do músculo liso a forças externas. Fonte: Adaptado de Gunst e Zhang, 2008. 
 
As CMLVs podem alterar o fenótipo de maneira reversível, assumindo outras 
funções. Isto ocorre através de um processo em que a célula reduz a expressão de 
proteínas do fenótipo contrátil, ao mesmo tempo em que passa a expressar outras 
proteínas como a vimentina e apresentar características como: aumento na 
proliferação e/ou migração, redução de capacidade contrátil e maior atividade 
secretória de colágeno, citocinas e enzimas. Estas características compõem o 
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fenótipo denominado de secretório e o processo de troca de fenótipo também é 
chamado de dediferenciação (Zhang et al, 2015).  
 
A dediferenciação das CMLVs ocorre em resposta a agressões vasculares, e, 
inicialmente atua como mecanismo que visa o reparo vascular, para manutenção 
das funções vasculares (Owens et al, 2004). Entretanto, em condições patológicas 
pró-inflamatórias, em que o estímulo à mudança de fenótipo se torna constante 
devido à ação de mediadores inflamatórios, o processo de dediferenciação se torna 
deletério, com consequente manutenção da migração, proliferação e atividade 
secretória aumentadas, que, são componentes do remodelamento vascular em 
longo prazo patológico. (Rzucidlo et al, 2007; Schulte et al, 2013).  
 
Dentre os fenótipos modulados nos processos patológicos, está a migração 
das CMLVs. Que consiste um processo complexo que envolve diferentes estruturas 
celulares, como proteínas de citoesqueleto, de maneira coordenada para que ocorra 
o mecanismo de migração (Figura 7) (Fuller e Benos, 2008). Quando a migração é 
iniciada em condições patológicas, as CMLVs migram da túnica média para a íntima, 
o que contribui com o espessamento da camada íntima, perda de diâmetro do lúmen 
vascular e desenvolvimento de doenças vasculares (Goldman et al, 2007). 
 
Figura 7: Mecanismo de migração celular. A perda de simetria celular leva a polarização celular e a 
migração direcionada. I a V: etapas necessárias a migração celular. I) Protusões ricas em actina se 
alongam da borda de ataque da célula. II) Proteínas de adesão unem a protusão recém formada a 
matriz. III) Contração actomiosínica leva a retração da parte traseira da célula e sua progressão para 
frente. IV) Proteínas de adesão liberam-se da matriz e permitem a progressão do movimento. V) 
Reciclagem das estruturas contráteis para iniciar a etapa I. Adaptado de Vedula et al, 2013. 
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Mesmo sabendo que após os eventos agudos causados pela sepse, o risco de 
eventos cardiovasculares esteja aumentado, os mecanismos que contribuem para 
este risco não estão totalmente elucidados. O remodelamento vascular, que ocorre 
com ação das CMLVs dediferenciadas, pode ser um destes mecanismos que 
contribui para este risco elevado. Assim a avaliação fenotípica de CMLVs 
estimuladas por um ligante do TLR4, o LPS, pode trazer esclarecimentos a cerca de 
como ocorre a participação destas células no desenvolvimento de eventos 
cardiovasculares no pós-sepse, visto que o TLR4 além de participar no 
desenvolvimento da sepse, tem papel conhecido na fisiopatologia de doenças 
cardiovasculares.  
Além disto, o LPS também tem sido utilizado para estimular CMLVs em diferentes 
estudos in vitro, buscando elucidar como esta estimulação sobre as CMLVs contribui 
com diferentes doenças inflamatórias, como a sepse (Cohen et al, 1998; Motterlini et 
al, 1998; Deetjen et al, 1999; Klein et al, 2000; Horewicz et al, 2015; Scheschowitsch 
et al, 2015). No entanto, estes estudos não avaliam como esta modulação fenotípica 
das CMLVs, pelo LPS, pode continuar mesmo após o término no estímulo. O que se 
assemelha ao que ocorre no pós sepse, em que após o evento agudo, as alterações 
causadas possivelmente colaboram com a ocorrência de eventos cardiovasculares. 
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2 JUSTIFICATIVA 
 
A sepse é um problema de saúde pública que onera financeiramente os 
serviços de saúde não somente durante sua vigência, mas também após. Os 
pacientes sobreviventes a sepse apresentam maior risco de desenvolver problemas 
de saúde em longo prazo, como eventos cardiovasculares. Problemas estes que 
levam estes pacientes a usar os serviços de saúde com maior frequência que o 
restante da população, associados muitas vezes a perda de fase produtiva durante a 
vida adulta. Portanto, a busca da compreensão dos mecanismos fisiopatológicos 
que possam auxiliar no entendimento do desenvolvimento destes agravos a saúde, 
no pós-sepse, pode subsidiar posteriormente desenvolvimento de novas estratégias 
terapêuticas objetivando prevenir o acontecimento, ou mesmo minimizar a gravidade 
dos agravos. 
 
As CMLVs podem participar no desenvolvimento de alterações que levem a 
eventos cardiovasculares, e, compor os mecanismos fisiopatológicos relacionados 
ao desenvolvimento de doenças no pós-sepse. Estas células sofrem alterações 
fenotípicas, ou seja, em suas funções, na ocorrência da sepse. Alterações estas que 
podem, mesmo após sepse, persistir e contribuir com processos patológicos 
cardiovasculares. 
 
Assim, a avaliação fenotípica das CMLVs, submetidas ao LPS, que representa 
ao menos em parte, as condições impostas na sepse, se faz importante. E, para que 
o detalhamento necessário das modificações sofridas pelas CMLVs seja obtido, é 
imprescindível o uso de experimentação in vitro, por meio de cultura de células. Os 
ensaios em cultura de células permitem maior controle das condições pelas quais as 
CMLVs são submetidas e maior detalhamento de como estas células respondem a 
estas condições e dos mecanismos necessário para tais respostas, sem 
interferências que ocorreriam em estudos in vivo.  
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3 OBJETIVOS 
 
3.1 OBJETIVO GERAL 
 
I. Avaliar os efeitos da estimulação com LPS sobre diferentes fenótipos de 
CMLVs, provenientes de aorta de ratos, em cultura. 
  
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
I. Avaliar os efeitos da exposição ao LPS sobre a viabilidade das CMLVs; 
II. Avaliar os efeitos da estimulação com LPS sobre os fenótipos migratório e 
contrátil das CMLV; 
III. Avaliar a expressão gênica de marcadores dos perfis contrátil e secretório das 
CMLVs expostas ao LPS; 
IV. Avaliar a expressão de citocinas inflamatórias e óxido nítrico (NO) das CMLVs 
após estimulação com LPS; 
V. Avaliar vias moleculares (IL-6 e NO) que possam estar participando das 
alterações fenotípicas observadas nas CMLVs após estimulação com LPS. 
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4 METODOLOGIA 
 
Foram utilizados ratos Wistar, machos, com 10 semanas de idade, fornecidos 
pelo Biotério Central do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do 
Espírito Santo. Todos os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas, 
com livre acesso a água e ração, em gaiolas apropriadas. Todos os procedimentos 
foram conduzidos de acordo com os princípios éticos do Colegiado Brasileiro de 
Experimentação Animal, com aprovação do projeto pela Comissão de Ética no Uso 
de Animais da Universidade Federal do Espírito Santo sob protocolo nº 67/2016 
(Anexo I). 
 
4.1 CULTURA DE CÉLULAS 
 
As CMLVs foram obtidas através da técnica de explante da aorta torácica. 
Após o animal ser anestesiado com administração intraperitonial de quetamina 80 
mg/Kg e xilazina 10 mg/Kg, a artéria aorta foi retirada e colocada em placa de Petri 
contendo solução tampão fosfato-salina (STFS) + penicilina 100U/ml e 
estreptomicina 100 U/ml, onde foi removido o tecido conjuntivo. Em seguida, a 
artéria foi armazenada em um tubo falcon contendo STFS + Penicilina 100U/ml e 
estreptomicina 100 U/ml, e levada para o fluxo laminar. 
 
A partir disto, os procedimentos foram realizados dentro de capela com fluxo 
laminar. A aorta foi aberta longitudinalmente e foi removida a camada de células 
endoteliais do vaso através de leve força mecânica realizada no lúmen vascular, 
com uma pinça cirúrgica. O tecido vascular foi cortado em pedaços de 
aproximadamente 2 x 2 mm, que foram colocados com camada muscular orientada 
para o fundo de uma placa de cultura de 6 poços, previamente tratada com gelatina 
porcina, composta por proteínas derivadas da hidrólise do colágeno, a 3%. 
 
Os fragmentos foram mantidos em meio de cultura DMEM high glucose 
suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB), penicilina 100U/ml e 
estreptomicina 100 U/ml, em estufa umidificada, a 37ºC e a 5% de CO2. O meio de 
cultura foi trocado a cada 72 horas. 
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Após sete a dez dias, foi observada a presença de CMLVs, procedentes dos 
explantes, no fundo dos poços da placa. Ao atingirem 80% da confluência, as 
CMLVs foram soltas. Para isso, as células foram lavadas com STFS sem cálcio e 
sem magnésio, e expostas à tripsina-EDTA a 0,05 % por 3 min em incubadora a 
37ºC. A tripsina foi neutralizada com meio de cultura com 10% de SFB, penicilina 
100 U/ml e estreptomicina 100 U/ml, as células soltas foram semeadas em garrafas 
de 75 cm2 e mantidas em incubadora umidificada a 37ºC e a 5% de CO2. Para 
manter o crescimento, as células foram continuamente repicadas ao atingirem 100% 
da confluência, e 30% destas foram devolvidas para a garrafa. Cada passagem 
durou entre 4 e 7 dias. 
 
Células entre a segunda e a quarta passagem foram utilizadas nos protocolos 
experimentais, minimizando assim a perda de características pelas CMLVs, que 
ocorre com o avançar das passagens (Worth et al, 2001). 
 
Nos protocolos experimentais, os inibidores foram adicionados ao meio de 
cultura após as células passarem pela privação de SFB (0,5%) e mantidos por 30 
minutos sem que o estímulo com LPS (1 µg/mL) fosse iniciado. Foram utilizados, o 
inibidor da óxido nítrico sintase induzível (iNOS), aminoguanidina (#A7009, Sigma 
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 1 mM, e, o inibidor do receptor de IL-6, tocilizumab 
(Roche, South San Francisco, CA, EUA) a 100µg/mL. 
 
As concentrações de LPS, aminoguanidina e tocilizumab foram estabelecidas 
primeiramente com base nas concentrações destas substâncias utilizadas em 
experimentos em cultura de células de outros estudos (LPS: Mazighi et al, 2004; 
Scirocco et al, 2010; Thomson et al, 2015; Aminoguanidina: Kidachi et al, 2007; 
Tocilizumab: Wang et al, 2016). A partir disto foram conduzidos testes dose-resposta 
prévios, que resultaram no estabelecimento das concentrações utilizadas nos 
protocolos experimentais. 
 
4.2 IMUNOFLUORESCÊNCIA 
 
Para confirmar que as células extraídas eram CMLVs, realizamos a marcação 
por imunofluorescência da proteína de citoesqueleto α- actina de músculo liso. Para 
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isto, 4x104 células/poço foram plaqueadas em placa de 24 poços e cultivadas até 
atingir 60% da confluência. As células foram lavadas 3x com STFS, fixadas com 
solução de paraformaldeído a 4% por 30 minutos em temperatura ambiente, e 
lavadas 3x com STFS. Em seguida, as células foram permeabilizadas com solução 
de Triton T-X100 0,15% por 15 minutos, lavadas 3x com STFS e foi realizado o 
bloqueio destas com albumina de soro bovino a 4% em STFS, por uma hora, para 
que não houvesse ligações inespecíficas. Em sequência, foi feita a incubação com 
anticorpo primário (Anti α-actina de músculo liso - #A5228, Sigma Aldrich, St. Louis, 
MO, USA, proporção de 1:10.000) por 12 horas em geladeira.  
 
Após isto, as células foram lavadas 3x com STFS, e foi feita a incubação com 
anticorpo secundário Alexa flúor (Invitrogen, Carlsbad, California, EUA), (proporção 
de 1:500) durante 45 minutos em temperatura ambiente e protegido da luz. Em 
seguida, as células foram lavadas 3x com STFS, incubadas com o marcador nuclear 
intercalante de DNA (DAPI 20ug/mL, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 20 minutos 
e lavadas 3x com STFS. A aquisição de imagens foi realizada em microscópio de 
fluorescência, aumento de 40x, foram registradas 3 imagens de diferentes locais de 
cada poço, com os seguintes comprimentos de onda: Alexa flúor: 488 nm e DAPI: 
345nm, utilizando as técnicas de deconvolução e sobreposição de imagens. 
 
 
Figura 8: Imunofluorecência das CMLVs. Em verde marcações de α-actina e em azul marcações 
dos núcleos. Barra de escala: 5µm. 
 
4.3 MIGRAÇÃO CELULAR 
 
O protocolo de migração celular foi realizado pelo método de Wound-Healing 
(Liang et al, 2007), que consiste em realizar uma ferida/risco na camada celular e 
mensurar a área migrada a partir da comparação entre a área inicial e a área final. 
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Para isto, foram plaqueadas 55 x 104 células/poço em placa de 6 poços. Ao 
atingirem 100% da confluência, as células foram colocadas em privação de soro 
fetal bovino (0,5%) e estimuladas com LPS (1 µg/mL) segundo os seguintes tipos de 
incubação: 
 
1) Pré-condicionamento com LPS: após período de privação as células eram 
incubadas em meio a 0,5% de SFB com LPS, por 24 horas, sendo este meio 
removido no momento da realização da ferida/risco, e durante o ensaio foi 
mantido somente o meio a 0,5% de SFB;  
 
2) Estímulo agudo com LPS: após período de privação, era realizado a 
fenda/risca e em seguida era adicionado meio a 05% de SFB com LPS, 
sendo este meio mantido durante todo o ensaio. 
 
Os tipos de incubação estão representados na forma de fluxogramas no anexo 
II desta dissertação. 
 
Para realização do ensaio o meio de cultura foi aspirado e foi feito uma 
ferida/risco na camada celular, com uma ponteira de 10 µL, retirando as células de 
uma extremidade à outra do fundo do poço (Figura 9). Em seguida, cada poço foi 
lavado 3x vezes com STFS, para retirada das células suspensas, e foi adicionado 
meio de cultura celular, conforme os tipos de incubação. 
 
Foram feitas 3 imagens por poço, em cada tempo (0 hora e 8 horas), sempre 
nos mesmos pontos. As imagens foram analisadas utilizando o programa Imagem J. 
A área de migração, em pixels, foi obtida pela comparação entre o tamanho de cada 
ferida/risco nos tempos acima citados. 
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Figura 9: Ensaio de migração por Wound-Healing. A área da fenda imediatamente após sua 
realização corresponde a área inicial, e a área em determinado tempo do ensaio avalia o quanto as 
células migraram para a área da fenda, a fechando. Adaptado de Vedula et al, 2013. 
 
4.4 CONTRAÇÃO CELULAR 
 
A contratilidade das CMLVs foi medida utilizando o protocolo de contração em 
gel de colágeno (Ngo et al, 2006), que consiste em formar géis de colágeno com 
células em seu interior, imitando o meio no qual as células estão inseridas 
orginalmente, de forma que possam ser observadas indiretamente as variações no 
tamanho das células, por meio da observação das mudanças de medidas 
apresentadas pelos géis em que estão inseridas. Para isto, foram plaqueadas 55 x 
104 células/poço em placa de 6 poços, e cultivadas até 100% da confluência e 
submetidas a privação de SFB (0,5%) por 24 horas. Em seguida as células foram 
estimuladas com LPS (1 µg/mL) e utilizadas no ensaio de contração, segundo os 
seguintes tipos de incubação: 
 
1) Pré-condicionamento com LPS: após período de privação as células eram 
incubadas em meio a 0,5% de SFB com LPS (1µg/mL) por 48 horas. Após 
isto o meio com estímulo era descartado, as células soltas e usadas para 
fazer os géis. Durante o ensaio os géis de colágeno contendo as células 
foram mantidas em meio a 0,5% de SFB sem LPS. 
 
2) Estímulo agudo com LPS: após período de privação, as células eram soltas e 
usadas para fazer os géis. Nos poços em que os géis estavam foi adicionado 
meio a 0,5% de SFB com LPS (1µg/mL). Este meio foi mantido durante o 
ensaio. 
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Os tipos de incubação estão representados na forma de fluxogramas no anexo 
II desta dissertação. 
 
O ensaio foi realizado utilizando o Collagen I High Concentration Rat Tail 
(Corning, Two Oak Park, Bedford, MA, USA), conforme orientações do fabricante. As 
células foram lavadas com STFS sem cálcio e sem magnésio, e expostas à tripsina-
EDTA a 0,05% por 3 min em incubadora a 37ºC, para soltar as células. A tripsina foi 
neutralizada com meio de cultura com 10% de SFB. 
 
 As células suspensas foram centrifugadas, o sobrenadante descartado, e as 
células ressuspendidas em solução de colágeno (2,5 mg de colágeno/mL), 
chegando a concentração de 4 x 105 células/mL. Em seguida, 500µL desta solução 
de colágeno com células foram adicionados por poço em placas de 12 poços, que 
foram incubadas em estufa a 37ºC por uma hora para polimerização do colágeno, 
formando um gel em cada poço. Em seguida, os géis foram soltos das paredes dos 
poços mecanicamente e foi adicionado meio de cultura com 0,5% de SFB nos 
poços, conforme incubação. Foram feitas fotos de cada gel em diferentes tempos (0 
hora e 24 horas), as imagens foram analisadas com o software Image J e a 
contração foi obtida pela comparação do tamanho de cada um dos géis, em mm², 
nos tempos acima citados.  
 
4.5 PRODUÇÃO DE ÓXIDO NÍTRICO 
 
A produção de óxido nítrico foi mensurada indiretamente pela quantificação de 
nitrito via reação de Griess (1879), que avalia a concentração deste subproduto do 
óxido nítrico (NO) em uma solução, através de ensaio colorimétrico. 
 
Foram plaqueadas 55 x 104 células/poço em placa de 6 poços. Após as CMLVs 
atingirem 100% da confluência, foram submetidas à privação de SFB (0,5%) por 24 
horas, seguida da estimulação com LPS (1 µg/mL), em DMEM high glucose sem 
vermelho de fenol, por 8 ou 24 horas, protegidas da luz. Após o estímulo o meio de 
cultura foi coletado e armazenado em -80ºC protegido da luz. A incubação está 
representada na forma de fluxogramas no anexo II desta dissertação. 
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A dosagem de nitrito foi feita em local protegido da luz e para a realização do 
protocolo, 100 µL do meio coletado foram adicionados por poço, em uma placa com 
96 poços. Em sequencia, seguindo esta ordem, foram adicionados 50 µL de cloreto 
de N-(1-Naphthyl) etilenodiamida a 0,1% e 50 µL de sulfanilamida a 1% em ácido 
fosfórico a 2,5%, a cada poço da placa, que foi mantida em temperatura ambiente 
por 10 minutos.  
 
Após isto, a absorbância foi medida no comprimento de onda de 540nm, 
utilizando o equipamento Varioskan™ LUX multimode microplate reader (Thermo 
Fisher, Waltham, MA, USA). Como padrão foi utilizado nitrito de sódio diluído em 
DMEM high glucose sem vermelho de fenol em diferentes concentrações (0µM, 
1µM, 2µM, 5µM, 10µM, 15µM, 20µM, 30µM).  
 
4.6 ENSAIO IMUNOENZIMÁTICO DE CAPTURA (ELISA) 
 
Para mensurar a produção de IL-6 em meio de cultura, foi feito o ELISA 
utilizando o Rat IL-6 ELISA kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), seguindo 
orientações do fabricante. Para isto, foram plaqueadas 55 x 104 células/poço em 
placa de 6 poços. Após as CMLVs atingirem 100% da confluência, foram submetidas 
à privação de SFB (0,5%) por 24 horas e foram estimuladas com LPS (1 µg/mL) em 
meio a 0,5% de SFB, por 24 ou 48 horas. O meio de cultura foi coletado e 
armazenado a -80ºC até o ELISA. A incubação está representada na forma de 
fluxogramas no anexo II desta dissertação. 
 
O ensaio foi conduzido em temperatura ambiente, sendo 100µL do meio de 
cultura adicionado em cada poço de uma placa de 96 poços, previamente 
sensibilizada. Após 2,5 horas a placa foi lavada com solução de lavagem e foi feita 
incubação com 100 µL do anticorpo biotinilado anti-IL-6 por poço durante 1 hora. Em 
seguida a placa foi lavada e 100µL da solução de estreptavidina-HRP foram 
adicionados em cada poço e incubados por 45 minutos. Após lavagem, 100µL do 
substrato para peroxidase, TMB (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine), foi adicionado em 
cada poço e mantido por 30 minutos. Finalmente 50µL da solução de parada foi 
adicionada por poço e foi feita a medida da absorbância em comprimento de onda 
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de 450 nm no equipamento Varioskan™ LUX multimode microplate reader (Thermo 
Fisher, Waltham, MA, USA). 
 
4.7 VIABILIDADE CELULAR 
 
Foi utilizada a marcação com azul de tripan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) para determinar o número de células em necrose vs. viáveis. O método 
baseia-se no princípio de que as células viáveis possuem membranas celulares 
intactas e não são permeáveis, enquanto que as células mortas não possuem 
membranas intactas e são permeáveis ao azul de tripan ficando marcadas em azul. 
 
Para isto, foram plaqueadas 55 x 104 células/poço em placa de 6 poços. Após 
as CMLVs atingirem 100% da confluência, foram submetidas à privação de SFB 
(0,5%) por 24 horas, em sequencia foram estimuladas por 48h com LPS (1µg/mL) 
em meio de cultura com 0,5% de SFB, soltas da placa com o uso de tripsina-EDTA a 
0,05% por 3 min em incubadora a 37ºC, e misturadas com o azul de tripan na 
proporção de 1 para 1 em volume. Então foi realizada a contagem das células 
viáveis e mortas em câmara de Neubauer. Com base nos valores obtidos foi 
calculado o percentual de células viáveis. 
 
4.8 APOPTOSE E NECROSE CELULAR 
 
A avaliação da apoptose e necrose foi realizada por marcação celular com 
Anexina V-FITC e Iodeto de Propídio e analisada por citometria de fluxo 
(FACSCanto II, Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Diego, CA,USA). 
A anexina V-FITC se liga a fosfatidilserina, uma proteína que é externalizada na 
membrana das células que estão iniciando o processo apoptótico, e o iodeto de 
propídeo se liga ao DNA das células em necrose, uma vez que o Iodeto só é capaz 
de penetrar em células que não possuem a membrana celular íntegra. Para tanto, foi 
utilizado o kit BD Annexin V: FITC Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, San 
Diego, USA).  
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Resumidamente, 55x104 células/poço foram plaqueadas, em placas de 6 
poços. Ao atingirem 100% da confluência, as células foram submetidas à privação 
de SFB (0,5%) por 24 horas e em seguida foram expostas ao LPS (1 µg/mL) durante 
48 horas. Após a exposição, as células foram soltas da placa com o uso de tripsina-
EDTA a 0,05% por 3 min em incubadora a 37ºC, centrifugadas à 153g por 5 minutos 
e lavadas 2x com STFS. Em seguida, as células foram ressuspendidas em 500µL 
tampão de ensaio (Binding Buffer 1x), centrifugadas à 153 g durante 10 minutos e 
ressuspendidas em 500uL de tampão de ensaio, na concentração de 1x106 
células/mL. Após isto, a 100 µL do tampão de ensaio com células, foram 
adicionados 2 µL de Anexina V-FITC e 2 µL de PI, que foram mantidos durante 15 
minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Foram adquiridos 10.000 
eventos em citômetro de fluxo e os dados foram analisados no software Cell Quest. 
 
4.9 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL (RT-PCR) 
 
A técnica de reação de cadeia da polimerase em tempo real, foi utilizada para 
avaliar a expressão gênica do RNA mensageiro do TLR4, das citocinas MCP-1, 
TNFα, IL-1 e IL6, e dos marcadores de fenótipo calponina, SM22α, colágeno 1 e 
vimentina. Foram plaqueadas 55 x 104 células/poço em placa de 6 poços. Ao 
atingirem 100% da confluência as células foram submetidas à privação de soro fetal 
bovino (0,5%) por 24 horas. Após isto, as células foram expostas ao LPS (1µg/mL) 
em meio de cultura com 0,5% SFB, por 2, 6 ou 24 horas para avaliar a expressão 
gênica de TLR4, citocinas e marcadores fenotípicos, respectivamente. As 
incubações estão representadas na forma de fluxogramas no anexo II desta 
dissertação. 
 
A extração de RNA total das amostras foi realizada utilizando o reagente Trizol 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), seguindo as orientações do fabricante. A expressão 
de ciclofilina A foi utilizado como normalizador. Na tabela 1 constam os primers 
utilizados. 
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mRNA Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’) 
Calponin 1 CGGCGTCACCTCTATGATCC TCAAAGATCTGCCGCTTGGT 
SM22α TTGTAATGCAGTGTGGCCCT CAGGCTGTTCACCAACTTGC 
Collagen 1 GTACATCAGCCCAAACCCCA CAGGATCGGAACCTTCGCTT 
Vimentin AGGGGAGGAGAGCAGGATTT GGAGTGGGTGTCAACCAGAG 
TNFα ATGGGCTCCCTCTCATCAGT GCTTGGTGGTTTGCTACGAC 
IL-6 CCACCCACAACAGACCAGTA ACAGTGCATCATCGCTGTTC 
IL1-β CAGCTATGGCAACTGTCCCT AAGGGCTTGGAAGCAATCCT 
MCP-1 TAGCATCCACGTGCTGTCTC CAGCCGACTCATTGGGATCA 
TLR4 GATCTGAGCTTCAACCCCCT CATGCCATGCCTTGTCTTCAA 
Cyclophilin A TGGCAAGCATGTTGGGTCTTTGGGAG GGTGATCTTCTTGCTGGTCTGCCATTC 
Tabela 1: Primers utilizados na RT-PCR 
 
A concentração de RNA total foi quantificada usando o NanoDrop (NanoDrop 
Technologies, EUA). A integridade do RNA foi verificada em gel de agarose 1%, 
marcado com Nancy-520 (Sigma-Aldrich, EUA). O gel foi imerso em tampão TAE 1X 
e a eletroforese realizada a 100 Volts por aproximadamente 20 minutos. As bandas 
foram observadas em um transluminador UV. A síntese de cDNA foi realizada 
utilizando 2 μg de RNA total. Para obtenção da primeira fita de cDNA, as amostras 
foram incubadas com 0,5 μg/mL de oligo dT12-18 a 65ºC por 5 min. A transcrição 
reversa das amostras foi realizada em volume total de 20 μL contendo 3U de 
RNAsin (Promega, Madison, USA), 10 mM de dNTPs, 0.1 M de DTT, 1X tampão de 
enzima, e 2.5U de SuperScript Reverse Transcriptase II (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA). Após incubação por 1 hora a 42ºC, a temperatura foi elevada a 95ºC por 5 
minutos e as amostras foram rapidamente colocadas em gelo para desnaturação de 
híbridos RNA-cDNA formados. 
 
A quantificação da expressão gênica foi realizada pelo sistema de detecção do 
produto específico amplificado no equipamento 7500 Real Time PCR System 
(Biosystem, CA, USA) realizada com o kit SYBRgreen PCR Master Mix (Biosystem, 
CA, USA). Inicialmente, foi realizada a curva de concentração para cada primer. 
Para o cálculo da expressão gênica, o método de ciclo “comparative threshold” (Ct) 
foi usado para análise dos dados. Ct indica o número do ciclo fracional que a 
quantidade do alvo amplificado atinge um limiar fixo, e o ΔCt é a diferença no ciclo 
limite para o alvo (gene de estudo), tendo como referência a ciclofilina A. Os níveis 
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de expressão gênica foram obtidos pelo 2 −ΔΔCT (ΔΔCt é o valor ΔCt subtraído do 
ΔCt da amostra) e expressos em percentual do controle. 
 
 4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os resultados estão apresentados por média ± erro padrão da média (EPM). 
Para estatística inferencial, o nível de significância foi estabelecido em p<0,05. A 
comparação entre os grupos foi feita por análise de variância (ANOVA) uma via e 
teste t. Quando identificadas diferenças significantes na análise de variância, foi 
aplicado o teste post-hoc de Bonferroni para localizar as diferenças. Todas as 
análises e construções gráficas foram realizadas utilizando o software GraphPad 
Prism 6.0. 
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5 RESULTADOS 
 
Inicialmente avaliamos a existência do receptor de LPS, o TLR4, nas CMLVs 
extraídas em cultura primária e se a exposição ao LPS era capaz de modular a 
expressão deste receptor. Como observado na figura 10, a exposição com LPS por 
2 horas foi suficiente para aumentar a expressão dos mRNA para o TLR4 em 40%. 
 
Figura 10: Efeito do LPS na expressão gênica de TLR4 das CMLVs. CTRL: células controle; LPS: 
CMLVs submetidas a 2 horas de exposição ao LPS (1µg/mL).*p < 0,05, teste t, n=6. Dados 
representados por média ± EPM. 
 
5.1 VIABILIDADE CELULAR 
 
Inicialmente, avaliamos se a concentração de LPS (1µg/mL) utilizada nos 
protocolos experimentais seria capaz de afetar a viabilidade celular, modificando o 
percentual de células em necrose ou apoptose. Como representado na figura 11, 
mesmo após 48 horas de estímulo, o LPS não afetou a viabilidade das CMLVs, 
quando esta foi avaliada pelo ensaio com azul de tripan, que quantifica o número de 
células mortas. 
 
Figura 11: Mortalidade das CMLVs pelo azul de tripan. CTRL: células controle; LPS: células 
submetidas a 48 horas de exposição ao LPS (1 µg/mL). Teste t, n=5. Dados representados por 
média ± EPM. 
 
42 
 
O passo seguinte foi avaliar a viabilidade celular de forma mais precisa, através 
da quantificação de células em apoptose, via Anexina V conjugada com FITC, e em 
necrose, via iodeto de propídio, por citometria de fluxo (figura 12). Novamente não 
observamos diferentes percentuais de necrose ou apoptose nas CMLVs estimuladas 
com LPS (1 µg/mL) por 48 horas.  
 
 
Figura 12: Viabilidade das CMLVs. CTRL: células controle; LPS: células submetidas a 48 horas de 
exposição ao LPS (1 µg/mL). Teste t, n=6. Dados representados pela média ± EPM.  
 
5.2 AVALIAÇÃO DA MODULAÇAO GÊNICA DOS PERFIS 
CONTRÁTIL/SECRETÓRIO DA CMLVs PELO ESTÍMULO COM LPS 
 
Foi avaliado se a exposição das CMLVs ao LPS poderia modular o perfil 
contrátil e/ou secretório destas células, para tal realizamos quantificação da 
expressão de genes de proteínas que quando presentes nas células caracterizam 
cada perfil. 
 
Para estudar a presença de um perfil secretório, a análise de marcadores 
gênicos, colágeno 1 e vimentina, foi realizada, e, se constatou que expressão gênica 
destes foi elevada (p<0,05) em 27% e 30%, respectivamente, após 24 horas de 
exposição ao LPS (1µg/mL) (Figura 13). 
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Ao avaliarmos os genes relacionados ao perfil contrátil, observamos que a 
exposição ao LPS também modificou a expressão gênica de uma proteína 
marcadora do perfil contrátil, a SM22α, que teve aumento de 53% (p<0,05). 
 
 
 
 
Figura 13: Efeito do LPS na expressão gênica de marcadores de perfis fenotípicos por CMLVs. 
A: expressão de marcadores do perfil contrátil. B: expressão de marcadores do perfil secretório. 
CTRL: células controle. LPS: células submetidas a 24 horas de exposição ao LPS (1 µg/mL). *p < 
0,05, teste t, n=6. Dados representados por média ± EPM. 
 
 
Corroborando com os achados de que as CMLVs apresentaram um aumento 
na expressão gênica de marcadores do perfil secretório, observamos que CMLVs 
expostas ao LPS aumentaram a expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias, 
após 6 horas de estímulo (figura 14). O aumento (p<0,05) das citocinas foi de 100% 
para a MCP-1, 380% para o TNFα, 794% para a IL-1 e 2410% para a IL-6.  
 
 
 
Figura 14: Efeito do LPS na expressão gênica de citocinas inflamatórias por CMLVs. CTRL: 
células controle. LPS: células submetidas a 6 horas de exposição ao LPS (1 µg/mL).*p < 0,05, teste t, 
n=6. Dados representados por média ± EPM. 
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Devido à elevada expressão gênica de IL-6 e por esta ser uma das citocinas 
estudadas por modificarem o fenótipo das CMLVs em reposta ao modelo de 
estimulação com LPS (Lee et al, 2016), avaliamos também a presença da proteína 
IL-6 em meio de cultura. Como pode ser observado na figura 15, as CMLVs 
aumentaram em 487% (p<0,05) e 418% (p<0,05) a produção de IL-6, após 24 horas 
e 48 horas de estímulo com o LPS (1µg/mL), respectivamente. 
 
 
 
 
Figura 15: Efeito do LPS na produção de IL-6 pelas CMLVs. CTRL: células controle. 24H e 48H: 
células estimuladas por LPS (1µg/mL). *p < 0,05 vs CTRL, ANOVA uma via e post-hoc Bonferroni, 
n=4. Dados representados por média ± EPM. 
 
5.3 PRODUÇÃO CELULAR DE ÓXIDO NÍTRICO PELAS CMLVs ESTIMULADAS 
POR LPS 
 
É conhecido que a ativação do TLR4 pode aumentar a produção de NO por 
CMLVs, via ação da óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (Heo et al, 2008). Assim, 
avaliamos se o LPS estava induzindo a produção de NO em nossos ensaios. 
 
A exposição ao LPS aumentou a produção de NO pelas CMLVs (figura 16). O 
aumento foi de 8% (p<0,05) após 8 horas de estímulo e de 52% (p<0,05) após 24 
horas de estímulo. Para comprovar se esta produção era feita via iNOS, a 
aminoguanidina, inibidor da iNOS, foi utilizada, e podemos observar que ele 
preveniu o aumento da liberação de NO pelas CMLVs em resposta ao LPS. 
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Figura 16: Efeito do LPS na produção de NO pelas CMLVs. CTRL: células controle. LPS: células 
estimuladas por LPS (1 µg/mL). LPS + AMINOG: células incubadas com aminoguanidina a 1 mM 30 
minutos antes do início da exposição de LPS (1 µg/mL). *p < 0,05 vs CTL, &p < 0,05 vs LPS de 
mesmo tempo, teste t, n=4. Dados representados por média ± EPM. 
 
5.4 AVALIAÇÃO DA MODULAÇÃO DOS FENÓTIPOS MIGRATÓRIO E 
CONTRÁTIL DAS CMLVs PELA ESTIMULAÇÃO AGUDA COM LPS  
 
Para avaliação dos efeitos da exposição ao LPS sobre os fenótipos migratório 
e contrátil das CMLVs foram realizados dois tipos de incubações, a aguda e pré-
condicionamento, como descrito na metodologia. A estimulação aguda procurou 
avaliar os fenótipos migratório e contrátil das CMLVs na presença do LPS no meio 
de cultura, caracterizando uma condição aguda de um evento séptico.  
 
Os efeitos da estimulação aguda com LPS, foram analisados tanto no fenótipo 
de contração e migração celulares. Na figura 17 podemos observar que a exposição 
aguda das CMLVs ao LPS levou a redução de 61% (p<0,05) e 20% (p<0,05) na 
contração e migração, respectivamente. 
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Figura 17: Efeitos do estímulo agudo com LPS em CMLVs. A: contração em gel de colágeno, 24 
horas. B: Migração pelo método de Wound-healing, 8 horas. C: Imagens representativas do ensaio de 
contração em gel de colágeno. D: Imagens representativas do ensaio de migração.CTRL: células 
controle. AGUDO: células expostas ao LPS (1µg/mL) durante o ensaio. *p < 0,05, teste t, n=4. Dados 
representados por média ± EPM. 
 
A partir dos dados já demonstrados que a produção de NO está aumentada 
nas células CMLVs pela estimulação com LPS (figura 18) e que o NO é uma 
molécula chave nos eventos agudos de disfunção vascular na sepse (Burgdorff e 
Schumann, 2018), avaliamos se esta molécula poderia estar modulando os efeitos 
da estimulação aguda do LPS nas CMLVs. O bloqueio do NO pela aminoguanidina 
preveniu as reduções na contração e migração causadas pelo estímulo agudo com 
LPS (figura 19A e B) nos tempos de 24 horas e 8 horas de estímulo, 
respectivamente. 
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Figura 18: Ação da aminoguanidina na estimulação aguda de CMLVs com LPS. A: contração em 
gel de colágeno, 24 horas. B: Migração pelo método de Wound-healing, 8 horas. C: Imagens 
representativas do ensaio de contração em gel de colágeno. D: Imagens representativas do ensaio de 
migração. CTRL: células controle. AGUDO: células expostas ao LPS (1µg/mL) durante o ensaio. 
AGUDO + AMINOG: células expostas a aminoguanidina a 1 mM e ao LPS (1µg/mL) durante o ensaio 
(a aminoguanidina foi adicionada ao meio de cultura 30 minutos antes que o LPS). *p < 0,05, ANOVA 
uma via e post-hoc Bonferroni, n=4. Dados representados por média ± EPM.  
 
 
5.5 AVALIAÇÃO DA MODULAÇÃO DOS FENÓTIPOS MIGRATÓRIO E 
CONTRÁTIL DAS CMLVs PELO PRÉ-CONDICIONAMENTO COM LPS 
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Por fim, avaliamos os efeitos do pré-condicionamento das CMLVs pelo LPS 
sobre o fenótipo contrátil e migratório com o objetivo de observar se mesmo após a 
suspensão do estímulo as células manteriam alterações em seus fenótipos.  
A figura 19 mostra os efeitos do pré-condicionamento com LPS, por 48 horas, 
sobre a contratilidade (figura 19A) e, por 24 horas, sobre a migração (figura 19B). O 
pré-condicionamento das CMLVs com LPS, sem a manutenção do estímulo durante 
os ensaios, aumentou o potencial contrátil em 155% (p<0,05) avaliado após 24 
horas do início do ensaio e o migratório em 16% (p<0,05) avaliado após 8 horas do 
início do ensaio. 
 
 
Figura 19: Efeitos do pré-condicionamento com LPS em CMLVs. A: pré-condicionamento por 48 
horas seguido de ensaio de contração em gel de colágeno por 24 horas. B: pré-condicionamento por 
24 horas seguido do ensaio de migração pelo método de Wound-healing por 8 horas. C: Imagens 
representativas do ensaio de contração em gel de colágeno. D: Imagens representativas do ensaio de 
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migração. CTRL: células controle. PRÉ: células pré-condicionadas com LPS (1µg/mL) *p < 0,05, teste 
t, n=4. Dados representados por média ± EPM. 
 
A partir dos achados mencionados acima que após a suspensão do estímulo 
com LPS são observadas alterações na migração e contração, mas estas são 
opostas as encontradas na condição de estimulação aguda, optamos por avaliar se 
o citocina inflamatória IL-6 poderia ser a responsável por estes achados, devido a 
participação desta citocina no desenvolvimento, a longo prazo, de doenças 
cardiovasculares no contexto inflamatório (Golia et al, 2014), e, devido a sua ação 
descrita na modulação de fenótipo das CMLVs (Lee et al, 2016) 
A utilização de um anticorpo bloqueador do receptor de IL-6, o tocilizumabe, 
preveniu os aumentos nas respostas contrátil e migratória ocasionado pelo pré-
condicionamento das CMLVs com LPS (figura 20A e B) a valores semelhantes a 
condição controle. 
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Figura 20: Ação do tocilizumabe no pré-condicionamento de CMLVs com LPS. A: pré-
condicionamento por 48 horas seguido de ensaio de contração em gel de colágeno por 24 horas. B: 
pré-condicionamento por 24 horas seguido do ensaio de migração pelo método de Wound-healing por 
8 horas. C: Imagens representativas do ensaio de contração em gel de colágeno. D: Imagens 
representativas do ensaio de migração. CTRL: células controle. PRÉ: células pré-condicionadas com 
LPS (1µg/mL). PRÉ + TOCI: células pré-condicionadas com tocilizumabe 100µg/mL e LPS (1µg/mL), 
(o tocilizumabe foi adicionado ao meio de cultura 30 minutos antes que o LPS). *p < 0,05, ANOVA 
uma via e post-hoc Bonferroni, n=4. Dados representados por média ± EPM. 
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6 DISCUSSÃO 
 
Nossos dados evidenciaram que a estimulação de CMLVs com LPS foi capaz 
de modular o fenótipo destas células, gerando respostas específicas de acordo com 
a condição em que ocorreu o estímulo. Inicialmente, o LPS foi capaz de modular o 
perfil secretório das CMLVs, evidenciado pela a expressão gênica aumentada de 
colágeno I e vimentina e também do perfil contrátil pelo aumento de SM22α. Este 
perfil secretório ficou caracterizado pelo aumento de citocinas pró-inflamatórias, 
MCP-1, TNFα, IL-1 e IL-6, além do aumento de NO. Em resposta ao estímulo agudo 
com o LPS, as CMLVs apresentaram reduções na contração e na migração celular, 
e, em resposta ao pré-condicionamento com LPS, seguido da remoção do estímulo, 
as células apresentaram aumentos na contração e na migração celular. Na 
estimulação aguda, a inibição da iNOS, foi capaz de reverter as reduções na 
contração e migração causadas pelo LPS, evidenciando que estas reduções são 
mediadas pela ação do NO. Já no pré-condicionamento, a inibição do receptor de IL-
6 das CMLVs foi eficiente em reverter os aumentos na contração e migração, 
evidenciando que tais aumentos são dependentes da ação desta citocina. 
 
As elevações na expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias, e na 
produção de IL-6 e NO pelas CMLVs, mostram que o LPS conduz estas células a 
um perfil mais secretório. O que é afirmado pelo aumento na expressão gênica das 
CMLVs de proteínas que são marcadoras do perfil secretório, colágeno 1 e 
vimentina, em resposta a estimulação com o LPS. O LPS também foi capaz de 
aumentar a expressão gênica de uma proteína marcadora do fenótipo contrátil, a 
SM22α (Owens, 1995; Beamish et al, 2010). É interessante destacar que a transição 
entre perfis contrátil/secretório pelas CMLVs não é dicotômica, ou seja, tais células 
podem apresentar simultaneamente características fenotípicas que são atribuídas a 
um perfil ou outro, conforme os estímulos que recebem (Owens et al, 2004). 
 
A SM22α é uma proteína de citoesqueleto acessória que induz a polimerização 
de filamentos de actina e organização de citoesqueleto, contribuindo para a 
contratilidade e em consequência, mobilidade das CMLVs, inclusive em situações 
em que estas células estão sendo estimuladas a dediferenciação, atuando como 
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mecanismo de preservação da função contrátil das CMLVs (Winder et al, 2003; Han 
et al, 2008) 
 
Outros autores também constataram a capacidade do LPS em induzir 
características do perfil secretório em CMLVs, através da mensuração da produção 
de citocinas. Meng et al (2013) utilizando CMLVs de ratos observaram aumento na 
produção de TNFα e MCP-1, via ELISA, após 24 horas de estimulação com LPS 
(1µg/mL), e atribuíram este aumento a ativação do NF-κB, um fator de transcrição 
correlacionado ao aumento na expressão de citocinas pró-inflamatórias. Leimgruber 
et al (2011), mostraram que CMLVs de ratos quando expostas ao LPS aumentaram 
a expressão proteica de TLR4, de maneira dose dependente, após 24 horas de 
exposição (LPS a 1 e 10 µg/mL), a ativação de NFκB, após 10 minutos (LPS a 1 
µg/mL), e a produção das citocinas TNFα e IL-6, de maneira tempo e dose 
dependente após 24 ou 48 horas de exposição (LPS a 1 e 10 µg/mL). Outro achado 
destes autores é a constatação de que o LPS (1 e 10 µg/mL) modulou a expressão 
proteica de marcadores fenotípicos avaliados também em nosso estudo, com a 
redução da expressão gênica de calponina e aumento da vimentina, após 24 horas 
de exposição. Estes achados também foram descritos utilizando CMLVs humanas 
onde foi observado aumento na produção de MCP-1 e IL-1α, via ELISA, após 
estimulo com LPS (10ng/mL) por 6 horas (Yang et al (2005), e, o aumento da 
produção de TNFα, via ELISA, após 24 horas de estimulação com LPS (1µg/mL) 
(Sun e Ding, 2012).  
 
As alterações causadas nas CMLVs pelo LPS, que são determinantes a 
caracterização dos perfis celulares, se traduzem em modificações nas funções 
destas células. A este respeito, as diferentes formas de incubação com o LPS 
(1µg/mL) usadas neste trabalho, aguda ou pré-condicionamento, acarretaram em 
modificações opostas nos fenótipos contrátil e migratório das CMLVs. 
 
A estimulação aguda com LPS causou reduções na contração e migração das 
CMLVs. Este efeito parece ser dependente da produção de NO pela CMLVs pois foi 
revertido na presença do bloqueador de iNOS, aminoguanidina. A iNOS é a isoforma 
da óxido nítrico sintase envolvida na produção de NO em processos inflamatórios 
(Lind et al, 2017). Outros trabalhos já descreveram que o LPS em diferentes 
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concentrações pode desencadear a produção de NO por CMLVs via ação da iNOS. 
(100ng/mL - Yang et al, 2014; 100µg/mL - Oyagbemi et al, 2016). Além disto, 
estudos in vitro demonstraram que o NO atua reduzindo a contração e migração de 
CMLVs. Dubey et al (1995) utilizando CMLVs de ratos, observaram que diferentes 
doadores de NO (SNAP, SNP e 8-bromo-cGMP) reverteram o aumento de migração 
causado pela exposição destas células a angiotensina II, utilizando a técnica de 
Boyden chamber. De Oliveira et al (2007) evidenciaram que CMLVs, provenientes 
de aorta de coelhos, apresentaram reversão parcial da elevação na migração 
causada pelo fator de crescimento derivado de plaquetas, quando expostas a um 
doador de NO (cyclamNO) após 16 horas de ensaio, utilizando a técnica de Wound-
healing. 
 
Adicionalmente, Li et al (1997), mostraram que o LPS (10 ng/mL), após 6 horas 
de estímulo, foi suficiente para tornar as CMLVs hipocontráteis, via ação do NO 
produzido via iNOS, que também teve sua expressão aumentada em resposta ao 
estímulo com o LPS a partir de 6 horas. Neste trabalho os autores utilizaram CMLVs 
provenientes de ratos cultivadas em placas pré-tratadas com Matrigel, que é um 
material biologicamente ativo que se assemelha a matriz extracelular de mamíferos, 
e, a contratilidade das CMLVs foi obtida pela comparação da área celular antes e 
após estimulação. Em conjunto, os dados da literatura corroboram com nossos 
achados que em presença de LPS as CMLVs apresentaram redução de migração e 
contração celular e que estes efeitos parecem ser modulados pelo NO.  
 
Sarkar et al (1996) demonstraram que o efeito do NO sobre a inibição da 
migração das CMLVs parece ocorrer de maneira reversível. A exposição de CMLVs 
de rato, a doadores de NO foi capaz de reduzir a capacidade migratória destas 
células, após 48 horas de ensaio, entretanto quando as CMLVs foram pré-incubadas 
com doadores de NO por 48 horas e o estímulo era removido para o ensaio, a 
redução de migração não era mais observada, não havendo diferença na migração 
destas células em relação ao controle. Estes dados sugerem novamente que o NO 
parece ser o responsável pelos nossos achados com a estimulação aguda de LPS, e 
talvez auxilie na compreensão, pelo menos parcialmente, do porque estas 
alterações não permaneceram na condição de pré-condicionamento com LPS. Além 
disto, outras alterações geradas nas células musculares lisas pelo LPS podem 
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interferir na contratilidade destas células. Indo além do modelo experimental utilizado 
neste estudo, foi observado que a estimulação com LPS promoveu redução 
capacidade contrátil de células musculares lisas contráteis, devido a aumento da 
atividade pró-oxidante, modificação na rede de microfilamentos contráteis, indução 
do ciclo celular e dediferenciação destas células a um perfil secretório (Matarrese et 
al, 2012; Tattoli et al, 2012). Corroborando com estes dados, Pasqueletti et al (2014) 
evidenciaram que a ação de um antioxidante reduziu o comprometimento contrátil 
das células musculares lisas entéricas causadas pelo LPS. Devido a este potencial 
do LPS em modular a produção de radicais livres e estes também e estes estarem 
correlacionados com a modulação da rede de miofilamentos contráteis, pode ocorrer 
interferência dos radicais livres nas modificações de que observamos em nossos 
experimentos, contribuindo para a redução da contratilidade e migração na 
estimulação aguda, e, talvez gerando estímulo para as adaptações celulares que 
causarão o aumento de contratilidade e migração encontrado após estimulação 
crônica.  
Além das citocinas inflamatórias, as anti-inflamatórias também podem modificar 
a contratilidade das células musculares lisas vasculares, como a interleucina 10, que 
tem ação de restaurar a reatividade vascular após a hiporresponsividade induzida 
pelo LPS (Mostefai et al, 2013), assim a ação desta citocina pode estar contribuindo 
para a reversão dos efeitos agudos da estimulação com LPS por nós encontrados 
de modo que não interfiram nos resultados encontrados após pré-condicionamento.  
 
Nossos resultados evidenciaram que quando as CMLVs foram pré-
condicionadas com LPS, sem que houvesse a manutenção do estímulo durante os 
ensaios, estas células apresentaram aumentos na contração e migração, de maneira 
dependente a ação da IL-6, visto que estes aumentos foram prevenidos pela ação 
do tocilizumabe, um anticorpo inibidor do receptor da IL-6. Interleucina esta, que em 
nossos ensaios teve sua produção elevada após 24 e 48 horas de estímulo com o 
LPS (1µg/mL).  
 
Outros autores relataram que a IL-6 promove alterações no citoesqueleto de 
CMLVs, que culminam em modificar o fenótipo migratório destas células. Wang et al 
(2003) evidenciaram que a IL-6 (0,1; 1 e 10 ng/mL) estimulou a migração de CMLVs 
de ratos, de maneira dose dependente, após 15 horas de experimento utilizando a 
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técnica de boyden chamber, sendo este aumento dependente da maior 
polimerização de filamentos de actina causada pela IL-6. Lee et al (2016) mostraram 
que o estímulo com LPS (100 ng/mL), após 24 horas, aumentou a produção de IL-6 
por CMLVs de camundongos, e que este aumento foi essencial para o aumento na 
migração destas células, na técnica de boyden chamber, por aumentar a 
polimerização de filamentos de actina, filamentos estes que são requeridos nos 
processos de contração e migração celular (Sandbo et al, 2007). 
 
Conforme relatado no segundo e terceiros parágrafos desta discussão, o LPS 
(1µg/mL) foi capaz de aumentar a expressão gênica da SM22α, uma proteína 
marcadora do fenótipo contrátil que atua como mecanismo de manutenção da 
função contrátil das CMLVs, estimulando a polimerização de filamentos de actina 
(Winder et al, 2003, Han et al, 2008). Sobre isto, dados da literatura também 
discorreram a cerca da participação da SM22α na contratilidade celular, utilizando 
camundongos SM22α -/-. Zeidan et al (2004), evidenciaram que o conteúdo de 
actina em artérias mesentéricas destes camundongos é de 10 a 25% menor, e, que 
estas artérias apresentavam contratilidade em resposta ao potássio 40% menor que 
artérias mesentéricas de animais selvagens.  
 
Estes dados sugerem que a SM22α possa estar contribuindo, via sua ação 
sobre a actina, nos aumentos da contração e migração, dependentes de IL-6, 
promovidos pela pré-incubação com LPS, realizada em nosso estudo. Acreditamos 
que após a retirada do estímulo, feita em seguida a pré-incubação com o LPS, a 
interferência direta do NO nos ensaios tenha se findado, visto que como relatado no 
estudo de Sarkar et al (1996) (oitavo parágrafo desta discussão), a ação do NO é 
reversível, logo, ao se encerrar o estímulo com LPS a produção e ação do NO 
também se encerrariam. 
 
Em contrapartida, é possível que as ações da IL-6 na modificação de 
citoesqueleto, que possivelmente acarretaram nos aumentos da contração e 
migração observadas após pré-condicionamento com LPS, também tenham 
interferido nos resultados da estimulação aguda, visto que CMLVs após 3 horas de 
exposição ao LPS (100 ng/mL) já apresentam aumento na sua produção de IL-6, 
característica do perfil secretório (Liu et al, 2010). No entanto é possível que a ação 
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do NO tenha sobrepujado as ações da IL-6 na estimulação aguda, ficando estas 
ações evidentes somente nos ensaios após pré-condicionamento e retirada do 
estímulo. Para melhor esclarecimento destes achados são necessários mais 
experimentos que infelizmente não possível realizamos em tempo hábil.  
 
Dentre os mecanismos que podem estar colaborando para estas modificações 
fenotípicas causadas pelo LPS após a remoção do estímulo, podemos citar os 
mecanismos epigenéticos de modulação da expressão gênica, que embora não 
abordados neste trabalho tem sido abordados em diferentes publicações, seja sobre 
o papel que apresentam na sepse (Kingsley e Bhat, 2017; Poll et al, 2017) ou na 
modulação do perfil fenotípico das CMLVs (Alexander e Owens, 2012; Clifford et al, 
2013).  
 
Os resultados obtidos neste trabalho trazem importantes elucidações a cerca 
dos possíveis mecanismos que podem modificar o funcionamento das CMLVs de 
forma a contribuir com as alterações vasculares agudas, percebidas na sepse, e 
com os eventos cardiovasculares no pós sepse. Nosso trabalho avaliou a expressão 
dos perfis fenotípicos das CMLVs em resposta ao LPS, considerando os fenótipos 
contrátil, migratório e secretório destas células, sob diferentes condições de 
incubação, aguda e via pré-condicionamento, evidenciando a complexidade da 
resposta das CMLVs ao LPS. A avaliação do perfil contrátil das CMLVs frente à 
estimulação com LPS, utilizando o ensaio de contração em gel de colágeno, é uma 
inovação deste trabalho, visto que este dado não consta na literatura. Além disto, o 
fato do trabalho avaliar o resultado das diferentes condições de incubação com LPS 
evidenciou que as CMLVs podem apresentar respostas divergentes a diferentes 
incubações. O que pode trazer uma nova percepção de como as alterações 
vasculares associadas à sepse podem contribuir no aumento do risco cardiovascular 
de sobreviventes a sepse. 
No entanto, nosso trabalho apresenta limitações experimentais, que ao 
decorrer desta discussão se apresentaram na forma de lacunas que foram 
preenchidas, quando possível, por outros trabalhos já publicados, de modo a 
conjecturar os mecanismos subjacentes aos resultados por nós obtidos. Dentre as 
limitações podemos citar: não avaliamos por meio de ensaios de contração e 
migração a participação da IL-6 nos experimentos com estimulação aguda, e a 
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participação do NO nos experimentos após pré-condicionamento e remoção do 
estímulo, o que é importante mesmo que a literatura aponte a ação do NO como 
reversível. Além disto, não foram feitos ensaios que avaliassem a expressão 
proteica da SM22α e de actina, proteínas chave para a explicação de nossos 
resultados.  
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7 CONCLUSÃO 
 
Nossos dados demonstraram que o LPS exerce efeitos nos fenótipos 
secretório, contrátil e migratório das CMLVs (Figura 21) e estes efeitos podem durar 
mesmo após a interrupção do estímulo. Na estimulação aguda, o NO teve 
importante papel na redução da migração e contração das CMLVs. Nos ensaios 
conduzidos após pré-condicionamento, a IL-6 teve papel fundamental na elevação 
da contração e migração das CMLVs, provavelmente devido a atuação desta 
citocina na organização de citoesqueleto. Estes resultados sugerem que as 
respostas das CMLVs ao LPS podem contribuir para a fisiopatologia da sepse, 
devido principalmente as ações do LPS agudo, e para a ocorrência de eventos 
cardiovasculares, devido às ações do LPS evidenciadas pelo pré-condicionamento. 
Como perspectivas futuras, para melhor fundamentação da conclusão, está a 
realização de experimentos que venham sanar as limitações deste trabalho, 
descritas na discussão, como por exemplo, realizar a avaliação das drogas, 
aminoguanidina e tocilizumab, nos tempos inversos aos que foram empregados em 
nossa metodologia. Aumentando assim o entendimento da modulação do LPS sobre 
as CMLVs. Em seguida, outros mecanismos de modificação fenotípica das CMLVs 
podem ser estudados, como os epigenéticos, que podem estar contribuindo com a 
modulação da expressão das fibras contráteis mesmo após o encerramento do 
estímulo com o LPS. Além disto, a utilização de modelo experimental de sepse 
(CLP), realizado no intuito de que os animais submetidos à sepse sobrevivam e 
apresentem alterações cardiovasculares, é fundamental para avaliação de como 
resultados obtidos in vitro neste trabalho se correlacionam com possíveis alterações 
pós-sepse in vivo. 
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Figura 21: Modelo hipotético representativo da ação do LPS em CMLVs. A – Representação da 
ação do LPS na estimulação aguda. O LPS via TLR4, estimula as CMLVs a atividade secretória, que 
culmina na produção de mediadores inflamatórios como o NO, que é produzido via iNOS. O NO, via 
ações autócrina e parácrina, leva a reduções na migração e contração das CMLVs. B – 
Representação da ação do pré-condicionamento com LPS seguido da remoção do estímulo. Além do 
NO, na vigência do estímulo com o LPS as CMLVs secretam IL-6. Citocina com conhecida ação na 
modulação de citoesqueleto das CMLVs e pode estar mediando o aumento na expressão de SM22α, 
molécula esta que promove a polimerização de filamentos de actina, os quais são necessários à 
migração e contração celular. Após a remoção do estímulo a possível modulação de citoesqueleto 
ainda se mantem, propiciando aumento nos fenótipos migratório e contrátil das CMLVs. 
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